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論 文 内 容 の 要 旨 
【目的】骨折修復初期過程では骨形成因子(BMP)とその受容体(BMPRs)の遺伝子発現が亢進し、仮骨形成に関与
すると報告されている。また様々な組織損傷修復に関与すると報告されている肝細胞増殖因子(HGF)が骨折修復
に関与している可能性があり、本研究ではHGFの骨折治癒初期過程でのBMP・BMPRsの遺伝子発現調節過程への
関与を検索した。 
【方法】マウス脛骨骨折モデルを作成し骨折部組織を採取。Real timeRT-PCRにてHGF・BMPRsのｍRNA発現を、
免疫染色にてHGF・リン酸化c-Met(HGF受容体)の局在を、In situ hybridizationにてBMPRs mRNA発現の局在
を検索した。in vitroにてC3H10T1/2細胞に対し、rhHGFを経時的に添加しReal time RT-PCRでBMP4・BMPR1A・
BMPR2 ｍRNA発現の量的変化を評価し、Western blotにて BMPR2蛋白発現を評価した。さらに BMP signal ng
の変化を、C3H10T/2及び筋肉由来初代培養細胞を用いて HGF処理の後 rhBMP2を投与して、Id1 Promoter を
用いたLuciferase assay及びALP assayで検索した。 
【結果】骨折後早期にHGF及びリン酸化c-Metの骨折部周辺での存在を認め、骨折部局所におけるHGFの活性
化を確認した。また骨折後早期に間葉系細胞におけるBMPRsのｍRNA 発現の局在と発現量亢進を確認した。in 
vitroでは、C3H10T1/2細胞でHGF投与によるBMPRs mRNA発現促進を認めたが、BMP4 mRNAに対する影響は認
めなかった。またHGFによるBMPR2蛋白発現亢進は認めた。HGF処理後にBMP2を投与した群におけるrelative 
luciferase activity及びALP activityの上昇を認めた。 
【考察】本研究から、骨折後早期に活性化された HGFが、BMPRsの遺伝子発現を誘導する事で骨折修復過程早
期におけるBMPの反応に協調的に作用し、仮骨形成を促進する事が明らかとなった。 
 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 近年、骨折治癒過程の初期発動メカニズムについて分子生物学レベルでの検討がなされている。これまでの
研究結果では、局所的骨形成促進サイトカインである骨形成因子（BMP: Bone Morphogenetic Protein）が主と
して骨折部近傍骨膜細胞において遺伝子発現されており、BMPが骨修復に深く関わっていることが明らかとな
っているが、その分子レベルでの発現プロセスは不明である。一方で、様々な組織の修復に関与していると報
告されている肝細胞増殖因子（HGF: Hepatocyte Growth Factor）は、骨折治癒過程に関して検討されていない。
特に局所的骨形成に関与している BMPのシグナル伝達系との関わりについては不明である。我々は、HGFの骨
折治癒での発現と骨形成過程への関与とその機能についてBMPとの関わりを中心に研究した。 
 マウス脛骨骨折モデルを作成し、経時的に骨折部組織を回収し、免疫組織化学的手法・分子生物学的手法（In 
 －28－
 －29－
situ hybridization 法、Real time RT-PCR 法）で検索した。免疫組織化学では、骨折後早期の骨折部周辺に
HGFが存在すること、HGF受容体c-Metのリン酸化（HGF活性化による）を認めた。骨折部から抽出したRNAか
ら定量的RT-PCRを行い、HGFおよびc-Metの遺伝子発現の亢進も認めた。これによりHGFが骨折部局所に存在
し活性化されていることを証明した。既に報告されている骨折部周辺細胞で早期に認められる BMP 受容体
（BMPR1,2）の遺伝子発現についてin situ hybridization法にてその局在を、定量的RT-PCRで発現亢進を確
認した。次いでHGFの活性化とBMPRsの発現のかかわりをin vitroの実験系で検索した。未分化間葉系細胞株
であるC3H10T1/2にHGFを投与した後に、RNAおよびタンパク質を回収し、定量的RT-PCRとWestern blotで
BMPとBMPRの発現量を評価した。HGF投与により、BMPRsのmRNAおよびタンパク質の発現亢進を認めた。BMPR
ｓの機能評価のためにC3H10T1/2および胎児大腿筋肉由来初代培養細胞にHGFを投与した後にBMPを投与した
ところ、BMPの初期応答遺伝子転写活性（Id-1 promoter assay）及び骨芽細胞分化（ALP activity）の促進効
果がみられ、その効果はc-Metに対する中和抗体にて抑制された。 
 以上より、HGFは骨折部局所において活性化され、BMP受容体遺伝子発現を誘導することにより、骨折部周辺
の未分化間葉系細胞のBMPに対する反応性を向上させ、骨折修復に貢献していることが明らかとなった。 
 
以上の研究は、骨折治癒のメカニズム解明に寄与し、骨再生医療への応用が期待できる。よって本研究は博士
（医学）の学位を授与されるに値すると認められた。 
 
